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water  or  200 mg/kg/day  via  combined  administration  of  drinking water  and  slow‐release 
formulation) was assessed at 9 weeks post‐infection in the Mongolian gerbil model. Bacterial 





Conclusions:  In  our  gerbil  model,  prolonged,  high‐dose  apocynin  treatment  significantly 
improved  H.  pylori  gastritis  without  indications  of  drug  toxicity.  Our  promising  results 
encourage  further  investigation of  the dosage regimen and  formulation and  the  long‐term 
impact on neoplastic development.  


















colonization,  the  immune  system  cannot  clear  H.  pylori  infection,  since  it  evades  and 
modulates the primary immunological responders (Muller et al., 2011; Rubin and Trent, 2013). 
While neutrophils and macrophages have the capacity to phagocytize and kill most bacterial 
invaders, H. pylori deploys an arsenal of mediators,  such as  superoxide dismutase  (SodB), 
catalase  (KatA) and alkyl hydroperoxide reductase  (AhpC), to protect  itself against reactive 
oxygen species (ROS) and antibacterial proteins in the phagosome (5,6). In addition, H. pylori 
directs NADPH  oxidase  (NOX)  targeting  towards  the  cell membrane, which  results  in  the 
massive release of superoxide radicals (O2•‐) in the extracellular space. As such, persistently 
infected stomach tissue is continuously exposed to cytotoxic bacterial virulence factors and 




develop  significant  morbidity,  current  treatment  guidelines  aim  to  clear  the  infection 























The  highly  virulent  Sydney  strain  1  (SS1)  (kindly  provided  by  Sara  Lindén,  Gothenburg 
University,  Sweden), which  is CagA‐  and VacA  s2m2‐positive, was  grown  for  48  hours  on 
Tryptic Soy Agar (TSA) (Lab M Limited, Lancashire, UK) plates, supplemented with 5% sheep 
blood (SB) (Oxoid, Cambridge, UK). The plates were incubated at 37°C under micro‐aerophilic 
conditions  (5%  O2,  10%  CO2,  85%  N2),  generated  by  a Whitley  H35  Hypoxystation  (Don 
Whitley, West Yorkshire, UK) and transferred to liquid Tryptic Soy Broth (TSB) (Lab M Limited, 
Lancashire,  UK)  containing  10%  inactivated  fetal  calf  serum  (iFCS)  (Invitrogen,  Ghent, 
Belgium), 24 hours before inoculation of the gerbils. 
3  Antibacterial effect of apocynin on H. pylori 
The minimal  inhibitory  concentration  (MIC) of apocynin was evaluated using agar dilution 
according  to  the  Clinical  Laboratory  and  Standards  Institute  (CLSI)  guidelines  (Standards., 
2006). The test concentrations ranged from 0.5 to 256 µg/ml. 
4  Cytotoxicity of apocynin on MRC‐5 cells 
Assays were  performed  in  96‐well microtiter  plates,  each well  containing  1 x 104 MRC‐5 
cells/well. After 72 hours incubation with the test compound (0.244 nM – 64 µM), cell viability 
was assessed fluorimetrically after addition of resazurin (Sigma‐Aldrich, Diegem, Belgium) (ʎex 


























apocynin/kg  in  0.1% NaCMC,  once  daily,  5  days  per week)  to maximize  exposure  to  the 
compound. Group 5 served as an SA gavage control and received only SA  in 0.1% NaCMC, 
following the same schedule. 
Nine weeks  after  infection with H.  pylori,  gerbils were  killed by CO2 overdose  for  aseptic 
removal of  the  stomach.  The  tissue was weighed, opened  along  the  greater  curvature  to 
obtain 2 equal parts and washed with PBS. One half was divided longitudinally and subjected 
to  (1)  DNA  extraction  for  real‐time  quantitative  PCR  (qPCR)  and  (2)  homogenization  to 







Sybr Green‐based qPCRs  for  the H. pylori 16s  rRNA gene were performed as described by 









One quarter of  the  stomach  tissue was weighed,  collected  in 1 ml TSB  and homogenized 
(TissueRuptor®,  QIAgen).  The  homogenate  was  immediately  placed  in  micro‐aerophilic 
conditions  (5% O2, 10% CO2, 85% N2)  in a Whitley H35 Hypoxystation  (Don Whitley, West 
Yorkshire, UK) and serially diluted for viable plate counting (VPC). Dilutions were spread onto 
TSA  plates,  supplemented with  5%  sheep  blood  (Oxoid,  Cambridge, UK),  vancomycin  (10 



































Figure 2  shows  that exposure of  infected gerbils  to DW with a  concentration of 0.769 g/l 
apocynin did not influence the inflammatory progression of H. pylori infection. Compared to 
the  infected  control  group  (3),  neutrophil  influx  or  abscess  formation  in  the  antrum  and 
 
 
pylorus  region  remained  unaltered  upon  apocynin  exposure  (group  4,  Chi‐square,  n=6, 






















inflammatory disorders  triggered us  to explore  its effect on gastric  injury due  to H. pylori 
infection.  In  a  mouse  model  of  zymosan‐induced  acute  arthritis,  oral  administration  of 
apocynin significantly improved proteoglycan synthesis in the knee‐joint (Hougee et al., 2006). 





direct  inhibitory  effects  on  the  neutrophil’s  respiratory  burst  or  the  prevention  of NF‐ĸB 
activation.  In a previous study, our research group (Horemans et al, 2014 –  in preparation) 
used electron paramagnetic  resonance measurements  to  show  that  apocynin  significantly 
inhibits  the  respiratory  burst  of  neutrophils  stimulated with  opsonized  zymosan  particles 
(OPZ).  Since  OPZ  stimulates  neutrophils  through  cell  membrane  receptor  binding  like 
microorganisms do, we considered OPZ as a proxy for bacterial activation of neutrophils. As 
such,  our  study  suggests  a  therapeutic  role  for  apocynin  in  infectious  diseases  in which 
neutrophils contribute to the pathogenesis rather than providing protection to the host. This 




This  study evaluated  the  therapeutic efficacy of apocynin  in  the gerbil model  for H. pylori 
infection, because its inflammatory course is comparable to that in humans. Since apocynin is 
expected  to  influence  neutrophil  activity,  mouse  models,  which  are  characterized  by 
mononuclear cell infiltration instead of neutrophil influx, were considered less suitable (Zhang 
and Moss, 2012). Infection of the gerbil stomach with H. pylori SS1 leads to the recruitment of 








Since  this  study was  the  first  to explore  the effect of apocynin on  the clinical outcome of 
H. pylori‐infection,  the  dosing  regimen  was  designed  to  obtain  the  highest  possible 
concentration and exposure time in the stomach.  The absence of cytotoxicity in earlier studies 
and  in our own  in vitro assessment encouraged us to use high doses of approximately 100 






























could convincingly demonstrate  its applicability  in gastric disease. Equally  important  is  the 
careful optimization of  the daily dosage and  formulation approach. Since we hypothesized 
that apocynin should influence the activity of neutrophils that assemble in the stomach upon 
H. pylori  colonization, we aimed  to maximize  the exposure of  these  immune  cells.  In  this 
exploratory study, apocynin in DW and as SR formulation were combined to compensate for 












continuous  treatment  strategy.  The  SR  formulation  allowed  prolonged  exposure  of  the 
mucosal immune cells without accumulation of the compound in the circulation. Modification 
of  the  drug  delivery mode,  e.g.  using mucoadhesive  or mucopenetrating  systems,  could 
further enhance  the gastric  retention  time  (Conway, 2005; Arora et al., 2011; Zhao et al., 
2014).  
In conclusion, this is the first study to explore the therapeutic effect of apocynin on H. pylori‐










Group  Abbr.  #   Hp  Treatment  Purpose 
1  ‐C  6  No  None  Negative control 
2  ‐CAPO  6  No  Apocynin DW  Apocynin control 







5  CSA  4  Yes  SA gavage daily  SA gavage control 




































Figure 2. Histopathological scoring of neutrophil  influx  in stomach  tissue of gerbils  treated 
with apocynin supplemented drinking water versus vehicle controls (Chi‐square, n=6, p>0.05). 
C: Control, T: Treatment, DW: Drinking Water, APO: Apocynin. 
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